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2. This REPORT consists of a total of 
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This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

19 January 2001 (19.01.01) 


Date of completion of this report 

19 September 2001 (19.09.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PREOMlNARY^EXATVni^^ 



International application No. 

PCT7FRW/0l7r2 



I. Basis of the report 



1. This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been Jumishedto the receiving Office in response to an invitation 
under Article J 4 are referred to in this report as originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

I I the international application as originally filed. 

the description, pages ^-^^ , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages \2'\5 ^ filed with the letter of — 

pages , filed with the letter of 



25 July 2001 (25.07.200n 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-3 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



25 July 2001 f25.07.200n 



[ I the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



3 I I ^^^^ report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necesszuy: 
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International application No. 
PCT/FR 00/01712 



1. Basis uf the report 



1 . This report has been drawn on the basis of Replacement sfieets \*iiicfj iuxve been fiimi^ied to the receiving Office in response to an invitation 
under. 4rticle 14 are rrferred to ifi tfiis report as ' 'onginalh' filed" and are rtot annexed to t/ie report since tiiey do not cofitain amendnienxs.): 



The amendinents submitted with the letter of 25 July 2001 
extend the subject matter of the application beyond the 
scope of the application as filed. They therefore 
contravene the provisions of PCT Article 34(2) (b) . This 
applies to the following amendments: 

page 13, line 17 (-5); page 15, line 10 (-100 and -160), 
line 11 (-28), line 12 (-31 and -5), line 14 (-200 and - 
400) . 

It is not immediately apparent that no possibility other 
than replacement of the shaded square by "-" was 
envisaged by the applicant (the symbol "+" would be 
another possibility) . 
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internationaHreliminary examination REPOR'^^^ 


International application No. 
PCT/FR 00/01712 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelt>\ inventive step or industrial applicability'; 
citations and explanations supporting such statement 


1 - Statement 








iNOvelly (N; 


Claims 




1-3 YES 




Claims 




NO 


Inventive step (IS) 


Claims 


1-3 YES 




Claims 




NO 


Industrial applicability (lA) 


Claims 


^ ^ YES 




Claims 




NO 


2 . C itations and explanations 








The following 


documents 


are referred to: 



Dl = FR-A-2 673 291 
D2 = GB-A-2 120 007. 



N: Dl discloses a method for verifying the origin of a 
product consisting of a mixture of organic compounds 
comprising the following steps: 

- separation of the mixture (by chromatography) into its 
organic compounds; 

- conversion of the organic compounds into CO^ (by 
combustion) ; 

analysis using an isotopic mass spectrometer to 
■ measure the Ci3 enrichment of each compound of the 
mixture; 

- selection of a-^compound for labelling; and *. 

- modification of the C13 enrichment of the compound by 
isotopic labelling. 



The method of Claim 1 is distinguished from that of Dl 
by the first step, in which a mixture is separated (Dl 
does not concern a complex molecule) , and by the absence 
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\^ International q>plication No. 
PCT/FR 00/01712 



of isotopic labelling of the complex molecule to be 
analysed (PCT Article 33(2)). 

IS: The problem addressed by the present invention can be 

considered to be that of providing a method for analysis 
of complex molecules based on natural isotopic 
abundance, that is to say providing a method for 
analysis of a complex molecule requiring no prior 
isotopic labelling . 

The present application is based on the finding that it 
is possible to obtain an isotopic distribution map for a 

complex molecule by means of selective isotopic 
labelling, which therefore results from the number of 
steps required to produce the complex molecule. 

D2 discloses a method of analysis in which a molecule is 
fragmented using an electron beam in a mass spectrometer 
to obtain analysable ions. In this method, the 
fragmentation step does not yield stable molecular 
entities. Consequently, this document cannot be used to 
solve the problem stated above, and Claim 1 is 
considered to involve an inventive step (PCT Article 



lA: The invention is also industrially applicable (PCT 
Article 33 (4) ) . 



33 (3) ) . 



Claims 2 and 3 are dependent on Claim 1 and therefore 
likewise satisfy the PCT requirements of novelty and 
inventive step. 
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Vn. Certain defects in the international application 



The following defects in the fonn or contents of the international application have been noted: 



1. The description must be made consistent with the 
new Claim 1 (see page 4, last paragraph) . 
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j^^^ TRAITE DE cApERATION EN MATIERE DE BIDETS 

^ ■ PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du d^posant ou 
du mandataire 
PCT 134 


POUR SUITE v^'*^ notification de transmission du rapport de recherche intemationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internattonale 
PCT/FR 00/01712 


Date du depot intemational(/0£/r//no/&<annee; 

21/07/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

22/06/1999 


Deposant 

EUROFINS SCIENTIFIC 



Le present rapport de recherche Internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche Internationale, est transmis au 
deposant conformement a Particle 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche intemationale comprend 2 feuilles. 

Pn tl est aussi accompagne tfune copie de chaque document relatif a l*etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui conceme la langue, la recherche Internationale a ete effectuee sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laquetle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

I I la recherche intemationale a §te effectu^ sur la base d'une traduction de ia demande Internationale remise a radmlnistration 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans (a demande Internationale (le cas echeant) 
la recherche intemationale a ete effectuee sur fa base du listage des sequences : 

r~| contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec fa demande intemationale, sous forme d^hiffrable par ordinateur. 
remis ulterleurement k radmlnistration, sous forme ecrite. 
remis ulterleurement a radmlnistration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

La dedaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et foumi ulterleurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les Informations enreglstrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

II a ete estime que certatnes revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
II y a absence d'unlte de rinvention (voir le cadre II). 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



□ 
□ 



4. En ce qui concerne le titre, 

nn le texte est approuve tel qu'il a ^t^ remis par le deposant. 

I I Le texte a §t^ etabli par radmlnistration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne Tabrege, 

[Y] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reprodult dans le cadre 111) a ete etabli par radmlnistration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a radmlnistration dans un d^lal rfun mois a compter de la date d'expedltion du present rapport 
de recherche intemationale. 

6. La figure des dessins a publier avec rabrege est la Figure n* 



I I suggeree par le deposant. [X| Aucune des figures 

I I parce que le d6posant n'a pas sugg§re de figure. ^ publier. 

I I parce que cette figure caracterise mieux rinvention. 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 3 "1 



PCT 



R^f^rence du dossier du deposant ou du 
mandatatre 

PCT 134 


POUR ^1 IITP A nnuMCD '® notification de transmission du rapport d'examen 
■ ^ i^v^iNWCM pr6limfnaire international (fonnulaire PCT/IPEA/41 6) 


Demande intemationale n*" 
PCT/FROO/01712 


Date du d6pot international (jour/mois/annee) 
21/06/2000 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
22/06/1999 


Classification Internationale des brevets (CIB) ou k la fois classification natlonale et CIS 
H01J49/42 


Deposant 






EUROFINS SCIENTIFIC et al. 







s..«^.~~>: 1 » 1 ™-v . oiaiauuii v^iioiyeo ue lexamen prei m naire 

international, est transmis au deposant conform6ment k I'article 36. 

2. Ce RAPPORT conrjprend 5 feuilles, y compris la prdsente feuille de couverture. 

^ l^l^T "'"T^ d-ANNEXES c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
Sh^S f T "^^^ ^" P^^sent rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites auprls de 

LStSes TpSi) P^e'in^inaire international (voir la regie 70.16 et l instruction 607 des Instructions 



Ces annexes comprennent 6 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



II 
111 

IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



S Base du rapport 

□ Priorite 

□ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute. Tactivite inventive et la possibilite 
d application Industrielle 

□ Absence d'unite de I'invention 

H Declaration motlvee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivit^ inventive et la possibilite 

d application industnelle; citations et explications a I'appui de cette declaration 
D Certains documents cites 
H Irregularites dans la demande Internationale 

□ Observations relatives a la demande Internationale 



Date de presentation de la demande d'examen pr6Iiminaire 
Internationale 

19/01/2001 



Date d'actidvement du pr6sent rapport 
19.09.2001 



Norn et adresse postals de I'administration chargde de 
fexamen pr^liminaire intemational: 

Office europ6en des brevets 
D-80298 Munich 

T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonnulaire PCT/lPEA/409 (feuille de couverture) Qanvier 1994) 



Fonctionnaire autorisd 
Komenda. P 

N*de telephone +49 89 2399 2777 




RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n** PCT/FROO/0 1712 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande intemationale (/es feui/les de rempfacement qui ont ete remises 
a /'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a /'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comrne "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (rdgies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-11,16 version initiale 



12-15 



re9ue(s) le 



27/07/2001 avec la lettre du 



25/07/2001 



Revendications, N"": 

1 -3 re5ue(s) le 



27/07/2001 avec la lettre du 



25/07/2001 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de Tadministration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a ete deposee. sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient h la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d*une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (salon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande Internationale (selon la regie 48-3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire Internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
Internationale (le cas §cheant), I'examen preliminaire intemationale a et6 effectue sur la base du listaae des 
sequences : ^ 



□ contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande Internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a radministration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par 6crit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que depos§e, a 6t6 fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presente par ecrit. a ete foumie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 
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RAPPORT b'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FROO/01712 

□ des revendlcations, n°* : 

□ des desslns, feuilles : 

5. EI Le present rapport a 6te formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

cornme allant au-del& de I'expose de I'invention tel qu'il a et6 depos6. comme 11 est Indiqud ci-apr§s (regie 

(Toutefeuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) h^"" ' 

voir feuille separee 

6. Observations complementaires. le cas ^ch6ant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite Inventive et la possibilite 
d application industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 



1. Declaration 
Nouveaute 

Activite Inventive 



Oui : 


Revendlcations 


1-3 


Non : 


Revendlcations 




Oui : 


Revendlcations 


1-3 


Non : 


Revendications 




Oui : 


Revendlcations 


1-3 


Non : 


Revendlcations 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. irregularites dans la demande internationale 

Les irreguiarltes suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale. ont ete constat^es 
voir Teuilfe separee 
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PRELiMiNAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Point I 5: 

Les modifications introduites avec la lettre du 25.07.2001 conduisent a etendre 
I'objet de la demande au-dela du contenu de la demande telle qu'elle a ete 
deposee. Elles vont par consequent a I'encontre des dispositions de I'article 34(2) 
b) PCT. Les modifications concemees sont les suivantes: 

page 13, ligne 17 (-5); page 15, ligne 10 (-100 et -160), ligne 1 1 (-28). ligne 12 (- 
31 et -5), ligne 14 (-200 et -400). 

II n'apparait pas immediatement qu'aucune possibilite autre que la substitution du 
carre grise par le signe "-" ait ete envisage par le demandeur (le signe "+" serait 
une autre possibilite). 



Point V: 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1 = FR-A-2 673 291 
D2 = GB-A-2 120 007 

N: Le document D1 divulgue un precede d'authentification de I'origine d'un produit 
constitue d'un melange de composes organiques comprenant les stapes 
suivantes: 

- separer le melange (par chromatographie) en ses composes organiques, 

- transformation en CO2 (par combustion) des composes organiques 

- analyse a I'aide d'un spectrometre de masse isotopique en vue de mesurer 
I'enrichissement en C13 de cheque compose du melange 

- choisir un compose a marquer et 

- modifier I'enrichissement en C13 de ce compose par marquage isotopique. 

Le precede de la revendication 1 se differencie de celui d§crit dans D1 par la 
premiere etape consistant a separer un melange (dans D1 il ne s'agit pas d'une 



Formulaire PCT/Feuille s6parte/409 (feuille 1) (OEB-avrO 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n" PCT/FROO/01 712 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



molecule compiexe), et par I'absence d'un marquage isotopique de la molecule 
complexe a analyser (Article 33(2) PCT). 

Al: Le probleme que se propose de resoudre la presente invention peut etre 
considere comme etant la disposition d'un proced6 d'analyse de molecules 
complexes base sur I'abondance isotopique naturelle, c'est-a-dire la disposition 
d'un precede d'analyse d'une molecule complexe, qui ne necesslte pas 
pr^alablement un marquage isotopique. 

La presente demande est basee sur la constatation qu'll est possible d'etablir une 
carte de distribution isotopique d'une molecule complexe k partir d'un marquage 
isotopique selectif, qui resulte en consequence du nombre d'etapes pour produire 
la molecule complexe. 

Le document D2 divulgue un precede d'analyse consistant a fragmenter une 
molecule par I'intermediaire d'un faisceau d'electrons dans un spectrometre de 
masse pour obtenir des ions analysables. Dans ce precede, I'etape de 
fragmentation ne pennet pas d'obtenir des entites moleculaires stables. Par 
consequent, ce document ne peut pas etre utilise pour resoudre le probleme 
enonce ci-dessus et il est considere que la revendication 1 implique une activite 
inventive (Article 33(3) PCT). 

Les revendications 2 et 3 dependent de la revendication 1 et satisfont done 
egalement, en tant que telles, aux conditions requises par le PCT en ce qui 
concerne la nouveaute et I'activite inventive. 

Al: L'application industrielle est aussi reconnue (Article 33(4) PCT). 
Point VII: 

1 . La description doit etre harmonisee avec la nouvelle revendication 1 (voir page 4, 
derniere paragraphe). 
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Occurrence et m^thodes de synthase envisageables pour les 
matidres premieres P.ib, P.2b.P'^a^, P-te2 et P^: 

P_ib : N-m6thylpip6razine CsHijNj M= 100,16 CAS 109-01-3 

5 

P_2b i acide chloro- 

sulfonique SO3HCI M= 116,52 CAS 7790-94-5 



P-4ai et P.4.2 : IH-pyrazole, l-in6thyl, 3-n propyl, 4-aniino, 
10 5-cyano ou ac^tamldo 
C8H12N4 ou CgHi^N^O 

La synthase du cycle iH-pyrazole substituS peut se falre 
par 1 ' interm6diaire d'une reaction de cyclisation en 
hydrazone h partir d ■ acylac6tate d'Sthyle et addition 
15 nucl6ophile de I'ion CN© sur le carbonyle de 1' hydrazone 
cycligue. 

P,4b : acide-2-#thoxy 

benzoigue C^HioOj M= 166.18 CAS 134-11-2 

20 

Les matiferes premieres P-lb, P-2b et P-4b peuvent se 
trouver dans le commerce mais il est int^ressant de 
preparer p-4al et P-4a2 au moyen des synthases 
conventionnelles des cycles IH- pyrazole. Ces synthases 
25 font g^nSralement appel h. des hydrazines substitutes du 
type Rj-NH-NHj et des composts a-dicarbbxylts Rj-CO-CHj-CO-R^ 

Les teneurs isotopiques des matiferes premieres utilisables 
— 30 sont bien documenttes dans la li-tttrature . 

Les rapports isotopiques R(i) sont exprimts en deviations 
8(i) %o par rapport h une rtftrence internationale R(re£) 
au moyen de la relation : 

S (i) = ((R(i)/R(ref))-l)*i000 36o 
*H et "O : V.SMOW (Vienna-Standard Mean Ocean Water) 
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"C : v.PDB (Vienna-Pee Dee Belemnite) 
"n : azo-te atmosph^rigue 

"S : CDT, 6chantillon de Troilite extrait du Canyon Diablo 

(USA) 

Les cycles benz6niques d'origine fossile (p6trole) sont 
caract6ris6s par des valeurs 8 comprises entre -20 et - 
120 %o et les chalnes latSrale satur^es entre 0 et -70 %o 
Les mesures sont r6alis6es par RMN (SNIF-NMR) pour les 
chaines latSrales et la teneur globale par Spectrom6trie de 
Masse (SMRI).Les teneurs globales en »C mesur^es par SMRl 
sont g6n6raleinent 6gales §i -28.5 %> avec un 6cart type de 
I'ordre de 2 %o et les teneurs isotopiques en "c des 
chaines lat6rales alkyl6es ou fonctionnelles sont mesur^es 
par RMN. Selon le proc6d# de synthase et I'origine de la 
matiSre premiere des chaines lat^rales, les valeurs 5 "c 
peuvent varier entre -5 et -100 96o et offrent ainsi un 
potentiel de caract6risation important. 



Les molecules azot^es d'origine synth^tique ont des valeurs 
"C et "N ,mesur6es par SMRI, relativement faibles et 
6gales respectivement h -30 %o (1.5) et -20 %o (10) mais, 
dans ce dernier cas, les reactions de cyclisation en 
pyrazoles et xanthines induisent des appauvrissements 
sensibles en isotopes lourds. A ce niveau, on peut 
consid^rer que les valeurs 5 "n du groupe CN ou du groupe 
CONHj reflfetent celles des mati^res premieres car 
1 'introduction dans le motif iH-pyrazole se fait sans 
fractionnement isotopique signif icatif . "ia teneur en "N du 
groupe NHj est d'autant plus faible par rapport k celle de 
la matifere premiere qiie le rendement de la reaction est 
faible. 



Les acides chlorosulfoniques commerciaux sont g6n6ralement 
35 issus de I'acide sulfurique dont la teneur en "s peut 
varier entre -25 et +25 %o selon 1- origin de la mati^re 
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premieres (S natif, pyrites) et du proc6d6 de fabrication. 
Cependant, une fois synthStis^, le groups -SOj- est un 
excellent traceur naturel et la teneur en est 
dSterminSe par SMRI. 

Enfin, il est int^ressant de noter que la cartographie 
isotopique de I'acide citrique est trfes bien d^finxe et que 
I'origine du citrate de sildenafil peut Stre pr^cis6e par 
la consideration de la distribution isotopique dans le 
fragment citrate. Ainsi, la teneur en 'h mesur^e par RMN 
varie entre -40 h -80 %o pour des acides citriques 
biotechnologiques mais les valeurs 5"c sont Sgales 
respectivement -11 %o (l) ou -25 %o (1) selon que la 
matidre premiere est constitute par un sucre C34 ou C3. Les 
acides citriques naturels extraits de fruits tels que les 
citrus, ananas ou fruits rouges ont des valeurs 5*H tr6s 
voisines de 0 %o (25). 

Les gammes de variations que nous venons de situer prouvent 
la faisabilite de la demarche de protection d'un medicament 
ou produit actif. une large possibility de choix de valeurs 
isotopiques d'un (ou plusieurs) fragment (s) est offerte h 
la firme productrice souhaitant r§aliser un « marquage 
naturel » de son produit. 

d)Caract6risation des difftrentes Stapes rtactionnelles par 
l'6tablissement d'un profil de fractionnement isotopique : 

■ Etape : niveau -4 > niveau -3 _ 

Aucune modification des teneurs 'h et "c du cycle 
benztnique n'est attendue et, de la m§me fagon, la 
valeur S "o du groupe 6thoxy ne doit pas varier. La 
variation la plus significative se situe au niveau de la 
fonction NH, de P(-4a) qui subit un fractionnement 
isotopique "n/"n proportionnel h I'effet cin6tique a de 
la reaction de formation de la liaison amide et le 
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£ractionnement correspondant est mesurS par SMRI. 



II est: noter toutefois que la matidre premi&re P(-4b), 
acide 4t:hoxy-2 benzoxque, peut etre marquee 
5 naturellement et sp^cifiquement sans ajout de molecules 
enrichies de la fagon sulvante : 

Le groupe O-C2H5 est iTiarqu6 naturellement en ^H, "C ou 
ci partir de molecules d'6thanol convenablement choisies. 
Un Sthanol de synthese pr^sente des teneurs en 6gales 

10 respectivement h -100 et -160 %o sur les deux sites CH3 

et CH2 avec des teneurs ^^C de I'ordre de -28 -31 %o et 

des teneurs 180 ^gales k -5-10 %o. Par ailleurs, un 
4thanol naturel pourra presenter des teneurs en ^H, *^C, 
ou respectivement 6gales -200 et -400 %o (^H), -11 

15 %o ("O et +7/+10 ("O). Ces deux types de groupe 6thoxy 
disponibles commercialement sans a j outs enrichis sont 
facilement introduits dans la molecule d' acide o- 
hydroxybenzolque au moyen de reactions conventionnelles 
pour former la mati&re premi&re P(-4b). Les 

20 caract^ristiques isotopiques de cette matidre premiere, 
qui devient un fragment typique tel que dScrit. ci- 
dessus, se retrouvent dans la molecule finale de citrat 
de sildenafil. 

» 

25 ■ Etape : niveau -3 > niveau -2 

. Au cours de cette Stape, on peut observer par SMRI des 
variations caract6ristiques des teneurs 

5 ^^N des atomes d' azote du cycle pyrimidinone . 

Les valeurs 5 et 5 ^® O des sites NH et C=0 ne sont pa&T 
30 exploitables car el les dependent des ^changes chimiques 
avec le milieu. 

■ Etape : niveau -2 > niveau -1 

Au cours d cette 6tape rfiactionnelle, le cycle 
35 benz6nique est sulfonS au moyen d'une reaction du type 
substitution Slectrophile 2i basse temperature .La teneur 
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REVENDI CATIONS 



1. Proc6d6 d' analyse d'un 6chantillon d'une molecule 
complexe par rapport h un lot de la m§me molecule complexe 
de ref6rence en vue de la determination de leur degr6 de 
similitude et/ou de la caract6risation de- leur proc6d6 de 
fabrication , 

caract6ris6 en ce qu'on scinde la molecule complexe en au 
moins deux sous-entit6s mol6culaires, cette scission 6tant 
r6p6table sur les sous-entit6s mol6culaires jusqu'^ 
obtention de sous-entit6s mol6culaires analysables et 
isolables, en ce qu'on determine, en fonction des sites 
atomiques des produits de scission concern6s par les 
reactions g6n6ralement chimiques de scission, le ou les 
isotopes h 6tudier. en ce qu'on 6tablit. pour au moins une 
partie des produits de scission, leur profil isotopique et 
en ce qu'on compare le profil isotopique des produits de 
scission au profil isotopique de mati6re(s) premi6re(s) 
d6j^ r6pertori6e(s) et intervenant dans le proc6d§ de 
synthase de la molecule complexe de r6f6rence et/ou au 
profil isotopique de produits de scission de la mol6cule 
complexe de r6f6rence soumise aux m§mes reactions de 



scission 



2. Proc6d6 selon la revendication 1. 

caract6ris6 en ce que. k partir du ou des 'isotopes 
s61ectionn6s. on ^tablit le profil isotopique d'au moins 
une partie des produits de scission au moins par resonance 
magnet ique nucl§aire RMN pour la mesure de la teneur 
isotopique sp6cifique posi tionnelle et 6ventuellement par 
spectrom6trie de masse des" rappofTs isotopiques pour la 
mesure de la teneur isotopique globale. 

3. Proc6d6 selon I'une des revendi cations 1 et 2. 
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caract6ris6 en ce que. lors de la fabrication d la 
mol6cul complexe de r6f6rence devant . §tre soumise aux 
mdmes reactions de scission que la mol6cule complexe h 
analyser, on s61ectionne au moins une mati^re premiere 
5 et/ou un produit interm6diaire et/ou ' des conditions d 
synthase de mani^re h conf6rer h au moins I'un des- produits 
de scission de la molecule complexe de r6f6rence un 
caract^re unique detectable lors de 1' analyse sans 
enrichissement par marquage isotopique et/ou adjonction 
10 d' elements exog^nes. 
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15 Proc^de d' analyse d*un echantillon d ' une molecule complexe 

par rapport a un lot de la meme molecule complexe de 

r6f 6rence 

La pr6sente invention concerne un proc6d6 d» analyse d»un 
20 6chantillon d*une molecule complexe par rapport a un lot de 
la meme molecule complexe de r6f#rence, en vue notamment de 
la determination de leur degre de similitude et/ou de la 
caracterisation de leur precede de fabrication, 

25 La contrefagon de produits complexes est devenue un 
veritable fleau, en particulier dans les industries de la 
chimie fine, de la cosmetique et de la pharmacie. La 
detection des contrefagons de produits complexes par 
analyse physico-chimique est souvent fondee sur 1 » analyse 

30 des traces de produits secondaires de la synthese, de 
catalyseurs ou d»impuret6s. Par exemple, il a ete constate 
par analyse chromatographique en phase liquide (Asakawa, 
Shuichi; Kato, Koichi; Inoma, SusumuHakodate Customs 
Laboratory, Hakodate-shi , 040, Japan , Kanzei Chuo 

35 Bunsekishoho (1997), 36, 37-43) que certains herbicides a 
base de glyphosate, fabriqu6s aux Etats-Unis et importes au 
Japon, transgressaient des brevets japonais. En utilisant 
aussi une technique de chromatographie en phase gazeuse 
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coupl6e a la spectrometrie de masse, E.Charton, M.Wierer, 
J.M. Spieser, A. Van Dorsselaer, et G.Rautmann (European 
Department for the Quality of Medicines, Council of Europe, 
Strasbourg, F-67029, Pharm. Pharmacol. Commun, (1999), 
5 5(1), 61-6 6) ont pu mettre en evidence une contrefagon d'un 
medicament, la somatropine, decrit dans la pharmacopee 
Europeenne, qui etait en fait un produit derive de la 
somatropine d'origine humaine. Des methodes chimiques 
conventionnelles ont permis de prouver que des comprimes 

10 d'une substance narcotique, la f enethylline, avaient ete 
prepares par detournement d'un brevet allemand (N. Al~ 
Gharably et A.R. Al-Obaid, College of Pharmacy, King Saud 
University, Riyadh, 11451, Saudi Arabia ,J. Forensic Sci. 
Soc. (1994), 34(3), 165-7). De meme des contref agons 

15 d» antibiotiques de la serie des p~ lactames ont ete 
etudiees par electrophorese capillaire, au "National 
Forensic Chemistry Center" de la "US Food and Drug 
Administration", 1141 Central Parkway, Cincinnati, OH, 
45202, USA et decrites dans le Journal of Chromatography., 

ii) A (1994), 674(1-2), 153-63. 

Ces methodes compositionnelles ne sont pas toujours 
efficaces et elles peuvent r6v61er des f aux-positif s. De 
plus, elles ne peuvent pas etre mises en oeuvre dans tous 
o les cas en raison de 1» absence de traceurs 
caracteristiques . 

Un autre procede d • authentif ication de 1 • origine d • un 
produit constitug d'un melange de composes organiques est 

0 decrit dans le brevet FR-A-2 . 673 . 291 . Ce precede comporte 
une etape d" analyse separative du produit par 
chromatographic en phase gazeuse, une etape de 
transformation en CO2 par combustion des composes du 
produit suivie d'une etape d • analyse par spectrometre de 

5 masse isotopique en vue de mesurer 1 » enrichissement en C13 
de chague compose du melange avant de choisir un compose a 
marquer, notamment en modifiant 1 ' enrichissement en C13 de 
ce compose ou en additionnant des molecules similaires et 
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dont la richesse en C13 a ete prealablement augmentee ou 
diminuge. L« enrichissement par marquage isotopique 
necessaire 3i 1 ' authentif ication de I'origine d'un produit 
est un inconvenient majeur de ce precede. En effet, cette 
. etape oblige I'industriel ^ modifier , son process industriel 
pour pouvoir marquer et authentifier. ses produits. Cette 
obligation est liee a la suite d» Stapes mises en oeuvre 
dans le cadre du precede d' analyse, ces etapes ne 
permettant pas d'obtenir des informations suffisamment 
detainees sur I'origine des produits pour s"exempter d'une 
etape de marquage du produit par enrichissement . 



On connait egaleraent, conune cela est decrit dans le brevet 
GB-B-2. 120.007, un precede d' analyse consistant a 

15 fragmenter une molecule par 1 » intermediaire d'un faisceau 
d» electron dans une chambre d'une spectrometre de masse a 
double focalisation pour obtenir des ions metastables 
analysables au moyen dudit spectromfetre de masse. 
Toutefois, dans ce precede, . l«6tape de fragmentation ne 

20 permet pas d* obtenir dies sous entit6s moleculaires, 
produits parfaitement stables et isolables, mais des ions 
metastables de duree de vie de I'ordre de quelques 
fractions de secondes. Par ailleurs, la nature des 
fragments ainsi que le site moleculaire ou s'exerce la 

25 coupure par le faisceau d' electron du spectrometre de masse 
sont conditionnes par la presence de 1' isotope a 
determiner • Ces deux caracteristiques de ce precede le 
distinguent f ondamentalement d'un procede dans lequel on 
utilise un spectrometre de masse des rapports isotopiques- 

30 

Parallelement, des techniques d* analyse plus puissantes ont 
6te d^veloppees, Tel est le cas de la technique de 
spectrometrie de masse de rapports isotopiques (SMRI). 
Ainsi, il est possible de caracteriser le f ractionnement 
35 isotopique naturel sp^cifique par Resonance Magnetique 
Nucleaire (methode RMN-FINS) en mesurant les teneurs 
isotopiques sur plusieurs sites moleculaires (voire tous 
les sites) d«une molecule. Toutefois, cette technique n»est 
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a ce jour utilises que pour des molecules simples pouvant 
etre directement analysees. 

Un but de la prSsente invention est de proposer un procede 
5 d» analyse de molecules complexes base sur une methodologie 
originals de mise en oeuvre des techniques isotopiques en 
abondance naturelle . 

Un autre but de la presents invention est de proposer un 
H) procede d* analyse de molecules complexes permettant de 
differencier un lot de molecules complexes par rapport a un 
autre lot et d'etablir a posteriori 1 ' historique du procede 
de fabrication d'une telle molecule complexe sans avoir 
modifie au prealable le procede de fabrication d'une telle 
15 molecule complexe. 

A cet effet, 1» invention a pour objet un procede d' analyse 
d»un 6chantillon d»une molecule complexe par rapport a un 
lot de la meme molecule complexe de rSfSrence en vue 

20 notamment de la determination de leur degrg de similitude 
et/ou de la caract6risation de leur procSde de fabrication, 
caracterise en ce qu»on scinde la molecule complexe en au 
moins deux sous-entites moleculaires, en ce que, si 
n^cessaire, on scinde au moins l"un des produits de 

25 scission en au moins deux nouvelles sous entites 
moleculaires et en ce qu'on repete cette operation de 
scission sur au moins une partie des produits de scission 
jusgu'a obtention de sous entites moleculaires analysables 
et isolables, en ce qu'on determine, en fonction des sites 

30 atomiques des produits de scission concernes par les 
reactions generalement chimiques de scission, le ou les 
isotopes a etudier, en ce qu'on etablit, pour au moins une 
partie des produits de scission, leur profil isotopique et 
en ce qu'on compare le profil isotopique des produits de 

5 scission au profil isotopique de matiere(s) premiere(s) 
deja repertoriee(s) et intervenant dans le procSde de 
synthese de la molecule complexe de reference et/ou au 
profil isotopique de produits de scission de la molecule 
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complexe de reference soumise aux memes reactions de 
scission. 

La mise en oeuvre des etapes precitees perxnet d'appliquer 
un tel precede a n'importe quelle molecule complexe sans 
avoir precede a un marquage notammeht par enrichissement en 
isotope de la molecule complexe a analyser. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulier de !• invention, 
a partir du ou des isotopes selectionnes , on etablit le 
profil isotopique d*au moins une partie des produits de 
scission au moins par resonance magnetique nucleaire (RMN) 
pour la mesure de la teneur isotopique specifique 
positionnelle et event uellement par spectromStrie de masse 
dies rapports isotopiques (SMRI) pour la mesure de la teneur 
isotopique globale. II est a noter que dans les deux 
paragraphes qui precedent et dans ce qui suit, on entend 
par profil isotopique la determination de I'abondance 
isotopique sur un ou plusieurs sites d»une molecule etnon 
pas la mesure du rapport isotopique globale sur 1" ensemble 
de la molecule, rapport mesure par spectrom6trie de masse 
isotopique. 

L' invention repose sur la constatation suivante de ses 
inventeurs. La pluparts des molecules organiques sont 
obtenues au moyen d'une sequence reactionnelle comportant 
un nombre d' etapes qui peut souvent etre important quand la 
complexite de la molecule s'accroit. Chacune de ces etapes 
est caracterisee par des effets isotopiques cinetiques 
(et/ou thermodynamiques ) qui provoquent un f ractionnement 
isotopique specifique, c'est-a-dire un marquage isotopique 
selectif, sur les sites atomiques (H, C, N, O. . . ) 
directement impliquSs dans la reaction ou situ6s au 
voisinage immediat des sites reactionnels • II est ainsi 
possible d'6tablir une carte de distribution isotopique 
d'une molecule complexe a partir des profils isotopiques 
des differentes etapes mises en jeu. L' influence des 
matieres premieres et des reactifs interm^diaires 
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susceptibles d'etre utilises est egalement prise en compte 
pour 1 • etablissement du profil isotopique de la molecule 
£ond§ sur les profils individuels d'un nombre plus ou moins 
grand de ses fragments constitutif s . 

La demarche d' authentification s'^tablit ainsi : 
Sur un 6chantillon de produit authentique Pj, constituant la 
molecule complexe de r6f6rence, on realise une reaction de 
coupure selective de la molecule en au moins deux sous- 
entites mol6culaires P.i^ et P_ib plus legeres. Les effets 
isotopigues associ^s cette reaction de coupure sont 
determines. Les compositions isotopiques specif iques de P_ 
la et P_ib sont ainsi univoquement reliSes & celle de Pq. 
Les parametres isotopiques specifiques des sites 
mol^culaires des fragments sont mesur^s . par la methode 
SNIF-NMR (^H, •'^^C, "^^N) . Une mesure des teneurs isotopiques 
globales par spectrometrie de masse isotopique (SMRI) peut 
aussi^tre r^alis^e ("c 2jj, 18q^ ib^ ^ 34^^^ La selection 
des isotopes & analyser est op^r^e sur la base des donn^es 
de reference et des caracteristiques spectroscopiques du 
fragment. Dans de nombreux cas la mesure SNIF- NMR de 
suffit a la caract^risation. 

si les fragments P_i prSsentent encore une taille 
3 mol6culaire incompatible avec une etude directe par SNIF- 
NMR, on recommence cette sequence d' analyse h partir de P_ 
i{a ou b) vers P-2(a ou b) ainsi de suite jusqu'a obtention 
de molecules generalement utilis6es comme matiferes 
premieres ou intermediaires de synthase dans I'industrie 
) organique . 



15 



La m&me etude est ensuite realis^e, strictement dans les 
memes conditions experimentales, sur la molecule complexe ^ 
analyser constitute par exemple d'un produit suspecte 
d'etre une contrefagon ou le resultat d • une copie illicite 
de brevet. La comparaison des resultats obtenus dans les 
deux etudes permet d'etablir une conclusion irrefutable sur 
la conformite ou la non-conf ormite du produit et des 
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precedes mis en oeuvre. Ces deux etapes a la base du 
proc6de suffisent pour repondre a la question : conforme ou 
non conforme ? . 

5 Abstraction faite des effets isotopiques de reaction, les 
. parametres isotopiques des fragments Pi determines a partir 
de la demarche d'authentif ication ci-dessus sont 
repr^sentatif s de molecules relativement simples qui sont 
frequemment des inteirmediaires de la synthese industrial le 

JO du medicament ou du produit actif concerne. Ces parametres 
constituent done des indicateurs fiables des Elements de 
base utilises par la firme productrice et peuvent faire 
I'objet d'une exploitation plus poussee. En cas de non 
conformite, ils permettent, en se referant aux donnees sur 

13 les molecules de taille modeste eventuellement deja 
repertoriees , de caract6riser I'origine des matieres 
premieres du produit contrefait. On conclut alors, non 
seulement que le produit n»est pas conforme mais qu«il a 
6t6 prepare par tel proc6de rgpertprie ou k partir de telle 

20 matiere premiere repertoriee. Le pirocSde d' analyse d6crit 
ci-dessus permet done eventuellement d' identifier le 
precede de fabrication mis en oeuvre par la fabrication 
d'une molecule complexe non authentique. 

25 Par ailleurs, le fabricant desireux d • authentif ier 
ulterieurement son medicament ou produit actif, meme non 
protege par un brevet, peut introduire dans sa chalne de 
production un ou plusieurs intermediaires de synthese, 
correspondant a un ou plusieurs fragments Pi possedant un 

30 profil isotopique qui lui soit propre. Cette methode cree 
en fait un marquage du produit sans qu'il soit besoin 
d'ajouter un Element exogene de marquage (comme ceci est le 
cas lors d'une utilisation de composes marqueurs 
particuliers, de metaux traces, ou de produits enrichis en 

35 isotopes lourds tels que ^-^C). Une empreinte isotopique 
specif ique pourra etre conferee k 1 • intermediaire de 
synthese (molecule de taille modeste elle-meme synthetisee 
a partir de derives du petrole ou extraite de matieres 
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veggtales, etc.)/ soit en selectionnant des matieres 
premieres initiales de teneur isotopique particuliere et 
constante, soit en agissant sur les effets isotopiques 
associ6s aux reactions de preparation, d 'extraction, de 
purification de 1 • intermSdiaire correspondant a . Pi. En 
presence d' effets isotopiques cin#tiques, une variation du 
rendement pair exemple peut suf fire a modifier le 
fractionnement et done le profil isotopique de 
1 • interm^diaire de synthese. En appliquant le proc6dg 
d' analyse ci-dessus a la molecule complexe ainsi 61abor6e, 
on obtiendra un ou des fragments Pi auquel un profil 
isotopique unique a et4 confere. La firms disposera done de 
parametres isotopiques d • un ou plusieurs fragments de son 
produit qui lui seront propres. Dans cette strat^gie, le 
15 produit ne souffre pas des reserves qui s'attachent S 
I'adjonction d'616ments exogSnes ou a 1 • enrichissement par 
marquage isotopique. Lors du controle, le produit suspect 
est etudie dans les conditions decrites ci-dessus et 
1 • interpretation est faite de la mSme fagon par comparaison 
!() des paramStres des fragments du produit suspect et du 
produit de reference. Dans ce cas, le contrSle peut etre 
simplifig puisqu'il suf fit de caract^riser le ou les 
fragments typiques. Dans cette demarche, le fabricant 
dispose d'une methode pratiquement incontournable de 
5 caract^risation de son produit et meme de caract^risation 
de ses lots puisqu'il lui suf fit de changer la source d'une 
matiere premiere ou les conditions de la synthase d'un 
fragment pour conferer a Pi un profil typique. 



En resume, dans le cadre du precede d' analyse d^crit ci- 
dessus, il est possible, lors de la fabrication de la 
molecule complexe de reference devant etre soumise aux 
m§mes reactions de scission que la molecule complexe ^ 
analyser, de selectionner au moins une matiere pr= 7=iere 
et/ou un produit intermediaire et/ou des conditions de 
synthese de maniere a conferer ^ au moins I'un des produits 
de scission de la molecule complexe de reference, appeie 
Pi# ci-dessus un caractere unique detectable lors de 
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1' analyse sans enrichissement par marquage isotopique et/ou 
ad jonction d ' elSitients exog^nes . 

II est a noter que les fragments ou sous-unites 
moleculaires sont . obtenus par des voies de degradation 
chimique appropriees telles qu'elies sont decrites dans 
I'exemple d • application . Les fragments sont ensuite separes 
et purifies par differentes techniques, comme par exemple 
la chromatographie en phase liquide, en - phase gazeuse ou 
sur gel de silice, la distillation, la recristallisation, 
etc. Les protocoles d» extraction et de purification sont 
prealablement soigneusement etalonnes pour eviter tout 
f ractionnement isotopique incontrole, 

Un exemple d' analyse du procede de fabrication d'une 
molecule complexe est decrit ci-dessous, 

a) Description de la molecule a analyser : 

A tire d ' illustration du procedg., consid^rons le cas du 
citrate de sildenafil [VIAGRA (marque depos6e)] fabrique 
par Pfizer) appartenant a la categorie des agents 
antianginaux du type pyrazolopyrimidinone. 

Le citrate de sildenafil possede la structure chimique 
suivante : 

^22 H30 N5 O4 S, citrateM = 474,6 




1- [ 4-ethoxy-3- ( 6 , 7-dihydro-l-methyl-7-oxo-3-propyl-l H- 
pyrazolo(4, 3-d]pyrimidin-5-yl) 
phenylsulphonyl ] -4-methylpiperazine citrate 
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Cette molecule peut etre decoupee en plusieurs fragments 
moleculaires portant un message isotopique caracteristique, 
denomm^s « synthons isotopiques » 



D6riv6 sailcylique 




I 

m6thyipip6razlne 



Acidc clilorasolfoiiiqiie 

HOOC- 



I — COOH 
-OH 
—COOH 



acide cltrique 
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Les reactions de retro filiation isotopique 
utilisables s ' etablissent ainsi : 




(Po) 



Mati^ic 
premiere 



I 

CHs 



Matiere v „ . 

premiere <P.2b) + 




I '^•432/ 



C2H.-( 



CaHs-O O 



CjHrn 



HN-OC p"s 




.COCI(x) 



(P-1a) 



(P-2.) 




PHi 



"C,H7n - 



-4a1 



1 



Maticres premieres 
nietbodes de synlhcse conventioniielles 
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Occurrence et methodes de synthese envisageables pour les 
matieres premieres P.ib. P-2b.P-4ai. P-4a2 et P^b: 

P.lt> : N-methylpiperazine C5H12N2 M= 100,16 CAS 109-01-3 

P-2b ^ acide chloro- 

sulfonique SO3HCI M= 116,52 CAS 7790-94-5 

P-4ai et P-4a2 - IH-pyrazole, l-mSthyl, 3-n propyl, 4-ainino, 
5-cyano ou ace-bamido 

C8H12N4 ou C8H14N4O 

La synthese du cycle IH-pyrazole substitue peut se faire 

par 1 ' intermediaire d'une reaction de cyclisation en 

hydrazone a partir d » acylacetate d'ethyle et addition 

nuQleophile de 1 ' ion CN sur le carbonyle de 1* hydrazone 
cyclique. 

P«4t) : acide-2-ethoxy 

benzoxque C9H10O3 M= 166.18. CAS 134-11-2 

Les matieres premieres P-lb, P-2b et P-4b peuvent se 
trouver dans le commerce mais il est interessant de 
preparer P-4al et P-4a2 au moyen des syntheses 
conventionnelles des cycles IH- pyrazole, Ces syntheses 
font generalement appel h des hydrazines substitutes du 
type Ri-NH-NH2 et des composts a-dicarboxyl6s R3-CO-CH2-CO- 
R4 • 

Les teneurs isotopiques des matieres premieres utilisables 
sont bien documenttes dans la litttrature. 

Les rapports isotopiques R(i) sont exprimes ^n deviations 
5(i) □ par rapport a une reference internationale R(ref) au 
moyen de la relation 

5 (i) = ( (R(i)/R(ref ) )-l)*1000 1 



et -^^O : V.SMOW (Vienna-Standard Mean Ocean Water) 
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^^C : V.PDB (Vienna-Pee Dee Belemnite) 
^^N : azote atmosphSrique 

^^S : CDT, echantillon de Troilite extrait du Canyon Diablo 
(USA) 

Les cycles benzeniques d"origine fossile (petrole) sont 
caracterisgs par des valeurs 5 comprises entre -20 et - 
120 D et les chalnes laterale saturees entre 0 et -70 
Les mesures sont r6alis6es par RMN (SNIF-NMR) pour les 
chaines lat^rales et la teneur globale par Spectrometrie de 
Masse (SMRI).Les teneurs globales en ^^C mesurees par SMRI 
sont gSneralement 6gales a -28.5 □ avec un ecart type de 
I'ordre de 2 □ et les teneurs isotopiques en "^^C des 
chaines latSrales alkylSes ou f onctionnelles sont mesurees 
par RMN. Selon le proc6dS de synthese et I'origine de la 
matiere premiere des chaines laterales, les valeurs 5 ^-^C 
peuvent varier entre ^5 et -100 L et off rent ainsi un 
potentiel de caracterisation important. 

Les molecules azotSes d'origine synth6tique ont des valeurs 
^^C et ^^N ,mesur6es par SMRI, relativement faibles et 
egales respectivement a -30 □ (1.5) et -20 □ (10) mais, 
dans ce dernier cas, les reactions de cyclisation en 
pyrazoles et xanthines induisent des appauvrissements 
sensibles en isotopes lourds. A ce niveau, on peut 
considerer que les valeurs 5 ^^N du groupe CN ou du groupe 
CONH2 refldtent celles des matieres premieres car 
1 • introduction dans le motif IH-^pyrazole se fait sans 
f ractionnement isotopique signif icatif . La teneur en ^^N du 
groupe NH2 est d'autant plus faible par rapport a celle de 
la matiere premiere que le rendement de la reaction est 
faible. 

Les acides chlorosulf oniques commerciaux sont generalement 
issus de I'acide sulfurique dont la teneur en "^^S peut 
varier entre -25 et +25 H selon I'origine de la matiere 
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premieres (S natif, pyrites) et du precede de fabrication. 
Cependant, une fois synthetise, le groupe -SO2- est un 
excellent traceur naturel et la teneur en ^^s est 
determinee par SMRI. 

Enfin, il est interessant de noter . que la cartographie 
isotopique de I'acide citrique est tres bien dgfinie et que 
l»origine du citrate de sildenafil peut etre precis6e par 
la consideration de la distribution isotopique dans le 
fragment citrate. Ainsi, la teneur en mesuree par RMN 
varie entre -40 a -80 D pour des acides citriques 
biotechnologiques mais les valeurs 5^^C. sont ggales 
respectivement a -11 L (1) ou -25 1 (l) selon que la 
matiere premiere est constituee par un sucre C34 ou C3. Les 
acides citriques naturels extraits de fruits tels que les 
citrus, ananas ou fruits rouges ont des valeurs 5^H tres 
voisines de 0 Li (25). 

Les gammes de variations que nous venons de situer prouvent 
la faisabilite de la demarche de protection d'un medicament 
ou produit actif . Une large possibilite de choix de valeurs. 
isotopiques d«un (ou plusieurs) fragment (s) est offerte a 
la firme productrice souhaitant realiser un « marquage 
naturel » de son produit. 

d)Caracterisation des differentes etapes reactionnelles par 
I'etablissement d'un profil de f ractionnement isotopique : 

■ Etape : niveau -4 > niveau ^3 

Aucune modification des teneurs et ^^C du cycle 

benz6nique n'est attendue et, de la meme fagon, la 
valeur 8 du groupe ethoxy ne doit pas varier. La 

variation la plus significative se situe au niveau de la 
fonction NH2 de P(-4a) qui subit un f ractionnement 
isotopique proportionnel a I'effet cinetique a de 

la reaction de formation de la liaison amide et le 
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f ractionnement correspondant est mesure par SMRI, 

II est a noter toutefois que la matiere premiere P(-4b), 
acide ethoxy-2 benzoique, peut etre marquee 
nature! lement et . spScif iquement sans a jout de molecules 
enrichies de la fagon suivante : . . 

Le groupe O-C2H5 est marque naturel lement en ^n, ^^C ou 
-^^O a partir de molecules d'ethanol convenablement 
choisies. Un ethanol de synthese pr6sente des teneurs en 
ggales respectivement a ^100 et ^160 L sur les deux 
sites CH3 et CH2 avec des teneurs ^^C de I'ordre de ^28 a 
^31 r et des teneurs 180 ggales a ^5-10 T!^ Par ailleurs, 
un ethanol naturel pourra presenter des teneurs en ^H, 
•*^^C, ou respectivement egales a ^200 et ^400 n {^H), 

-11 li (^^C) et +7/+10 (^^O). Ces deux types de groupe 
ethoxy disponibles commercialement sans ajouts enrichis 
sont facilement introduits dans la molecule d' acide o- 
hydroxybenzoxque au moyen de reactions conventionnelles 
pour former la matiere premiferie P(-4b). Les 
caract6ristiques isotopiques de cette matiere premiere, 
qui devient un fragment typique tel que decrit ci- 
dessus, se retrouvent dans la molecule finale de citrate 
de sildenafil - 



■ Etape : niveau -3 > niveau -2 

Au cours de cette etape, on peut observer par SMRI des 
variations caracteristiques des teneurs 

5 des atomes d> azote du cycle pyrimidinone 

Les valeurs 6 et 5 O des sites NH et C=0 ne sont pas 
exploitables car elles dependent des echanges chimiques 
avec le milieu. 



■ Etape : niveau -2 > niveau -1 

Au cours de cette etape r6actionnelle/ le cycle 
benzenique est sulfone au moyen d*une reaction du type 
substitution electrophile a basse temperature .La teneur 
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en S mesuree par SMRI peut §tre tres legerement 
modifiee, mais cette modification est d'autant plus 
faible que le rendement de la sulfonation est gleve. 
Aucune modification n'est attendue pour les autres 
isotopomeres de P(-la). 

■ Etape : niveau -1— — > niveau 0 

La fixation du cycle piperazine de (P-lb) sur le groupe 
sulfonyle de P(-la) peut provoquer un faible 
appauvrissement en ^^N du fragment piperazine fix6 au 
citrate de sildanefil .Cet appauvrissement, qui est 
mesure par SMRI, peut 6tre 6ventuellement caracterise 
sur le produit de coupure du citrate de sildanefil. Les 
autres teneurs isotopiques ne sont pas alt6r6es au cours 
de cette etape. 
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REVENDICATIONS 

1 . Procede d « analyse d ' un 6chantillon d • une molecule 
complexe par rapport a un lot de la meme molecule complexe 
5 de reference en vue notamment de la determination de leur 
degre de similitude, et/ou de la caract^risation de leur 
procede de fabrication, 

caracterise en ce qu'on scinde la molecule complexe en au 
moins deux sous-entites mol6culaires, en ce que, si 

10 necessaire, on scinde au moins I'un des produits de 
scission en au moins deux nouvelles sous-entites 
moleculaires et en ce qu^on repete cette operation de 
scission sur au moins une partie des produits de scission 
jusqu'a obtention de sous-entites moleculaires analysables 

15 et isolables, en ce qu'on determine, en fonction des sites 
atomiques des produits de scission concernes par les 
reactions generalement chimiques de scission, le ou les 
isotopes a etudier, en ce qu'on Stablit, pour au moins une 
partie des produits de scission, leur prbfil isotopique et 

20 en ce qu*on compare le profil isotopique des produits de 
scission au profil isotopique de matiere(s) premiere (s) 
d6ja r6pertoriee(s) et intervenant dans le procede de 
synthase de la molecule complexe de reference et/ou au 
profil isotopique de produits de scission de la molecule 

25 complexe de r6f6rence soumise aux memes reactions de 
scission. 

2. Procede selon la revendication 1, 

caracterise en ce que, a partir du ou des isotopes 
30 selectionnes, on etablit le profil isotopique d'au moins 
une partie des produits de scission au moins par resonance 
magnetique nucleaire RMN pour la mesure de la teneur 
isotopique specifique positionnelle et eventuellement par 
spectrometrie de masse des rapports isotopiques pour la 
35 mesure de la teneur isotopique globale. 
* 

3. Procede selon 1 ' une des revendications 1 et 2, 
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caracterise en ce que, lors de la fabrication de la 
molecule complexe de reference devant etre soumise aux 
mSmes reactions de scission que la molecule complexe a 
analyser, on select ionne au moins uhe matiere premiere 

5 et/ou un produit intermediaire et/ou des conditions de 
synthese de manierea conferer a au moins I'un des produits 
de scission de la molecule complexe de reference un 
caractere unique detectable lors de 1 » analyse sans 
enrichissement par marquage isotopique et/ou adjonction 

10 d ' elements exog&nes . 
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